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马尾 松 细胞 分 裂 素 羟 化 酶 基因 PmCYP735A 克隆 与 表达 分 析 


ARAM, AXIS. KER’, RLA, GN 
(1. 南京 林业 大 学 ， 南 方 现 代 林 业 协 同 创新 中 心 ， 南 京 210037; 
2. 南京 林业 大 学 林学 院 ， 南 京 210037) 

摘要 : 细胞 分 裂 素 是 一 类 促进 细胞 分 裂 与 分 化 的 腺 味 叭 衍生 物 ， 广 泛 参 与 植物 器 官 形态 建成 及 胁 
迫 响 应 。 细 胞 分 裂 素 羟 化 酶 CYP735A 属于 细胞 色素 P450 单 加 氧 酶 家 族 成 员 ， 它 通过 羟基 化 作用 
调控 植物 体内 异 戊 烯 基 腺 嗓 叭 与 反 式 玉米 素 的 含量 水 平 , 在 植物 生长 发 育 过 程 中 发 挥 重要 作用 。 
在 林木 树种 中 鲜 有 细胞 分 裂 素 产 化 酶 基因 克隆 和 鉴定 的 相关 报道 ， 该 文 首次 在 针叶树 种 马尾 松 

(Pinus таѕѕопіапа Lamb.) 中 采用 cDNA 末端 快速 克隆 (RACE ) 技术 克隆 并 鉴定 出 1 个 CYP7354 
基因 。 马尾 松 CYP7354 基因 (PmCYP7354) cDNA 全 长 为 1 744 bp, 包括 1 647 bp 的 开放 阅读 框 ， 
44 bp 的 5’ 端 非 翻 译 区 和 53 bp 的 3? 端 非 翻译 区 。 该 基因 编码 蛋白 由 548 个 氨基 酸 残 基 组 成 , 其 二 
级 结构 含有 丰富 的 a- 螺 旋 和 无 规则 卷曲 。 该 基因 编码 蛋白 不 含 跨 膜 区 域 ， 且 无 信号 肽 酶 切 位 点 ， 
在 第 399-406 和 475-484 个 氨基 酸 残 基 存 在 PASO 超 家 族 保守 特征 序列 ETLRLYP (ExxRxxP) 和 
红 素 结合 区 域 (Heme-binding region) FSFGPRKCVG (FxxGxRxCxG) 。 系 统 进化 树 分 析 表 明 ， 
马尾 松 PmCYP735A 与 水 稻 、 玉 米 、 拟 南 芥 CYP735A 和 蛋白 归属 于 同一 小 的 进化 枝 ， 而 可 可 、 毛 
RA, ЖАЙЛЫ ДЕН ЛЕН) CYP735A 同 源 和 蛋白 相对 集中 的 定位 于 另 一 进化 分 支 。 实 时 定量 PCR 
检测 发 现 , PnCYP735A 基因 在 马尾 松 根 和 茎 中 的 表达 量 显著 高 于 叶 , 该 基因 响应 外 源 生长 素 NAA 
诱导 表达 ， 随 着 诱导 时 间 呈 现 出 先 上 升 再 下 降 的 表达 趋势 。 该 研究 结果 有 助 于 深入 探究 CYP735A 
基因 家 族 的 生物 学 功能 及 其 在 物种 间 的 表达 调控 异同 ， 为 进一步 挖掘 马尾 松 优异 基因 资源 黄 定 基 
fili. 
关键 词 : 细胞 分 裂 素 羟 化 酶 ，RACE， 表 达 模 式 ， 马 尾 松 ， 系 统 进化 分 析 


Cloning and expression analysis of cytokinin hydroxylase 


gene PmCYP735A in Pinus massoniana Lamb. 
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(1. Co-Innovation Center for Sustainable Forestry in Southern China, Nanjing Forestry University, 
Nanjing 210037; 2. College of Forestry, Nanjing Forestry University, Nanjing 210037) 
Abstract: Cytokinin is a sort of adenine derivatives that can promote cell division and differentiation, 
which is widely involved in plant organ morphogenesis and stress response. Cytokinin hydroxylase 
CYP735A belongs to the cytochrome P450 monooxygenase superfamily. It regulates the content of 
isoprenyl adenine and trans-zeatin in plants through hydroxylation reaction and plays an important role 
in plant growth and development. Up to now, there were few researches about gene cloning and analysis 
of cytokinin hydroxylase in woody plants. In this study, one CYP735A4 homologous gene was firstly 
cloned and identified for the first time in Pinus massoniana Lamb. through the rapid amplification of 
cDNA ends (RACE). The full-length of cDNA of PmCYP7354A was 1 744 nucleotides, including 1 647 
bp open reading frame (ORF), 44 bp 5'"-untranslated region (UTR) апа 53 bp 3'-UTR. PmCYP735A 
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may encode a protein of 548 amino acids, and its secondary structure was rich in alpha helix and random 
coil. PmCYP735A protein did not contain either transmembrane region or signal peptidase cleavage site. 
But two conserved motifs of P450 superfamily such as ETLRLYP (ExxRxxP) and heme-binding region 
FSFGPRKCVG (FxxGxRxCxG) were existed in amino acid sequence of 399-406 aa and 475-484 аа, 
respectively. The phylogenetic tree showed that PnCYP735A was clustered into the same evolutionary 
branch with homologous of Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, and Zea mays, while CYP735A 
homologous proteins from Theobroma cacao, Populus trichocarpa, and Jatropha curcas were classified 
in another evolutionary branch. The results of qRT-PCR showed that PmCYP735A expressed 
significantly higher in roots and stems than leaves. Furthermore, the gene may respond to exogenous 
auxin NAA since the gene expression trend was increased firstly and then decreased over treatment time 
in all three tissues. These results will be valuable for further study of the biological function of 
СҮР735А homologous genes in woody plants and enriched the excellent genetic resources of P. 
massoniana. 
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细胞 分 裂 素 〈cytokinin) х 25 fe EZB 71 48.55 y HG ER ER Т АЕ 0), TR CIERRE Ж 6 
MEJET CONS) 上 侧 链 结构 ， 天 然 细 胞 分 裂 素 可 分 为 异 戊 二 烯 类 和 茶 环 类 ， 后 者 在 植物 体内 含量 
极 微 。 异 成 二 烯 类 是 细胞 分 裂 素 在 植物 体内 的 主要 存在 形式 ,包括 反 式 玉米 素 (trans-zeatin, 122. 
t D Mis d li It И (isopentenyl adenine, 记 )、 顺 式 玉 米 素 (cis-zeatin, cZ)、 二 氧 玉米 素 (dihydrozeatin， 
DZ) 以 及 它们 的 核 背 、 核 背 酸 和 糖苷 等 〈Takei et al., 2004; Sakakibara, 2006) ; 不 同 结构 形态 

GP/tZ/cZ 及 其 核 背 、 核 背 酸 和 糖 背 等 ) 的 功效 组 分 在 不 同 植物 和 同 种 植物 的 不 同 组 织 器 官 或 发 
育 阶段 会 有 较 大 差异 ， 同 时 它们 在 特定 条 件 下 还 可 以 相互 转化 以 维持 和 调节 游离 态 细 胞 分 裂 素 的 
活性 水 平 ( 张 红 梅 等 ，2003; Kieber & Schaller, 2018) . 
细胞 分 裂 素 的 生物 合成 有 两 种 方式 : tRNA 分 解 和 从 头 合成 。tRNA 通过 释放 出 ez 并 在 顺 反 
异 构 酶 的 催化 下 转化 成 高 活性 Z 这 条 途径 是 其 生物 合成 的 次 要 途径 (Mok & Мок, 2001; Haberer 
and Kieber, 2002; Veach et al., 2003) ， 以 异 戊 烯 基 侧 链 为 底 物 的 从 头 合成 是 绝 大 多 数 内 源 细 胞 
分 裂 素 产 生 的 主要 途径 〈 邓 岩 等 ，2006) 。 人 们 对 细胞 分 裂 素 从 头 合 成 途径 的 了 解 和 认 知 源 于 几 
种 关键 酶 及 其 编码 基因 的 发 现 〈(Takei et al., 2004; Sakakibara, 2006, IKEF, 2006; 李 志 康 等 ， 
20180 。 异 成 烯 基 转 移 酶 (isopentenyl transferase, IPT) 是 细胞 分 裂 素 合成 的 限 速 酶 ， 可 催化 磷 
RIRE CATP/ADP/AMPO 与 二 甲 基 丙 烯 基 二 磷酸 (dimethylallyl diphosphate, DMAPP) 作用 转化 
为 磷酸 异 戊 烯 基 腺 苷 ОРЕТРЛРЕОРЛРЕМР) ， 继 而 产生 异 戊 烯 基 腺 茶 (iP riboside，iPR) ; 2 
胞 分 裂 素 羟 化 酶 CYP735A 能 将 上 述 磷酸 异 成 烯 基 腺 昔 经 羟基 化 转化 为 反 式 玉米 素 核 苷 
CIZRTP/ZRDP/ZRMP) , ERREKAR QZ riboside, 1ZR) o LONELY GUY (LOG) 
基因 编码 的 磷酸 核糖 水 解 酶 可 以 进一步 将 PR 和 1ZR 转化 为 具有 生物 活性 的 、 自 由 基 形 式 的 记 和 
7; 与 此 同时 ， 细 胞 分 裂 素 的 合成 代谢 还 受到 细胞 分 裂 素 氧化 酶 、NV- 葡 糖 基 转 移 酶 、 玉 米 素 -O- 葡 
糖 基 转 移 酶 和 8 - 葡 糖 昔 酶 等 的 精确 调控 《〈 邓 岩 等 ，2006; 李 志 康 等 ，2018; Kieber & Schaller, 
2018) 。 

马尾 松 (Pinus massoniana Lamb.) 是 松 科 松 属 针叶树 种 ， 为 多 年 生 常 绿 乔木 ， 在 苏 、 皖 、 浙 、 
湘 、 凑 、 回 、 云 贵 及 两 广 地 区 引 有 分 布 。 马 尾 松 长 势 快 、 干 形 通 直 且 耐 干旱 贫 凌 ， 是 我 国 南方 地 
区 重要 的 用 材 、 荒 山 造 林 和 工业 原料 树种 。 松 木 广泛 应 用 于 建筑 、 枕 本、 矿 柱 、 家 有 具 及 制 浆 造纸 
等 ， 树 干 可 制 取 松 脂 ， 为 医药 和 化 工 原料 ; 树 皮 可 提取 楼 胶 ， 根部 可 培养 茯苓 等 曹 类 ， 系 名 贵 洲 
补 中 药材 。 如 前 所 述 ， 细 胞 分 裂 素 羟 化 酶 CYP735A 属于 细胞 色素 PASO 单 加 氧 酶 家 族 成 员 ， 它 通 
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2013; Cai et al., 2018) 。 在 林木 树种 中 鲜 有 


ZW PI Z 的 含量 水 平 ,在 植物 茎 的 生长 发 育 过 程 中 扮演 关键 角色 (Kiba etal., 
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family 735，subfamily A) 基 因 
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及 其 在 不 同 物种 间 的 表达 调控 异同 。 


1. 材料 与 方法 
1.1 植物 材料 及 RNA 


植物 材料 为 光照 培养 箱 条 伯 


提取 


CYP7354， 以 期 进 


F 下 的 马尾 松 实生 苗 。 朋 


步 展 开 CYP735A 基因 


胞 分 裂 素 羟 化 酶 基因 克隆 和 鉴定 的 相关 报道 ， 
胞 分 裂 素 羟 化 酶 (cytochrome P450 monooxygenase, 
家 族 的 生物 学 功能 研究 


H 5 uM 浓度 的 NAA 溶液 浇灌 马 


本 在 


EMIT CS 


周 苗 龄 ) ， 分 别 于 0h (CK) 、1 、2 、4、8h 等 5 АНДИ. SAHRA, ЖИА 


速冻 后 于 -80 CRE. 1E 


] RNApre Pure Plant Kit ( Polysaccharides & Polyphenolics-rich ) 


CTIANGEN, 北京 ) 提 取 上 述 植物 材料 总 RNA, Z NanoDrop™ 2000 紫外 分 光 光 度 计 测定 总 RNA 


浓度 ， 并 使 用 琼脂 糖 凝 胶 1 


1.2 基因 克隆 
根据 已 获得 的 目 


的 基因 


包 泳 检测 RNA 完整 性 


片段 序列 设计 RACE 特异 引物 (21), 以 0h (CK) 马尾 松 幼苗 RNA 


为 模板 ， 参 照 SMARTerrM RACE cDNA Amplification Kit 操作 指南 进行 


5'-RACE KIN PCR 扩 增 ， 


引物 名 称 
Primer ID 


Ж 1 
Table 


正 向 引物 (5-3) 
Forward Primer (5°-3°) 


zer. ER Pete. Hp. H A 
frame, ОКЕ) 预测 及 其 测序 验证 ， 最 终 获得 目的 基因 


cDNA 全 长 序列 。 


PmCYP735A 的 引物 序列 
1 Primer sequences of PmCYP735A 


A345 (5-3) 


Reverse Primer (5’-3’) 


目的 基因 3'-RACE 和 


F 放 阅读 框 Copen reading 


基因 片段 unigene 
3'RACE 外 引物 
3'Outer primer 
S" RACE 内 引物 
3? Inner primer 
S'RACE 外 引物 


5° Outer primer 


S'RACE 内 引物 
5° Inner primer 


开放 阅读 框 ORF 


实时 定量 PCR qRT-PCR GGCGTTGTTCTCGACTTCCG 


内 参 基 因 Reference gene AGCTCCGACACCATTGATAA 


1.3 序列 分 析 


候选 基因 片段 、3*RACE 和 $RACE 序列 比 对 拼接 使 
cDNA 全 长 序列 利用 在 线 分 析 工 具 FGENESH 预测 ORF。 首 次 利 月 


ACATACTGGTGGAAGCCGAGAAG 


GGCTAATGGCGAAGACTGGGCGAAC 


GTGGAGATTGAGGTGGGCGAGCATT 


CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCA 


GTGGTATCAACGCAGAGT 


CTAATACGACTCACTATAGGGC 


ATGTCTCAGCTGGAGGAAGGAGG 


ProtScale 分 析 候 选 基因 编码 蛋 


KIE; 


重 白 跨 膜 区 、 
域 ， 


AGTGAGTCGTATTAG 


CCTCCTTCTTTAGTTCCAACACC 


ACTCTGCGTTGATACCACTGCTTGCCCTAT 


GCCCTATAGTGAGTCGTATTAG 


CCACCTCAATCTCCACAGTTCCGCC 


CTATGACACGCCGCTGGTTCGC 


CTATGGATCAATTCTGATTGTTG 


GAGCAGCAATCCCAGGAGGT 


TGGAAGATGGACGTACTTTGG 


] BioEdit 软件 ， 基 于 获取 的 候选 基因 
日 在 线 软 件 Expasy Protparma 和 


白 的 理化 性 质 ， 包 括 蛋白 质 分 子 量 、 理 论 等 


点 、 氮 基 酸 组 成 以 及 


其 次 ， 使 用 TMHMM v.2.0 Server, SignalP 4.1 Server 和 Cell-Ploc 
言 号 肽 和 亚 细 胞 定位 预测 。 通 过 Pfam 数据 库 预 测 候选 基因 
并 借助 SOPMA 和 Swiss-Model 软件 预测 蛋白 质 的 高 级 结构 。 
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1.4 系统 进化 树 构建 


不 同 物种 的 氨基 酸 序列 使 用 DNAMAN 软件 进行 


建 系 统 进化 树 。 
1.5 实时 定量 PCR 


多 重 比 对 ,使 用 MegaX 软件 并 采用 邻接 法 构 


将 前 述 样品 的 总 RNA 经 PrimeScriptTM RT Master Mix (TaKaRa, KE) 反 转 录 合 成 cDNA. 


在 ViiAIM7 平 台 ， 使 用 不 饱和 荧光 染料 FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) 开展 候选 
基因 实时 定量 PCR 检测 ， 反 应 体系 和 反映 程序 参照 其 说 


明 书 。 每 个 样品 均 进 行 三 次 技术 重复 ， 以 


UBI4 基因 (Chen et al., 2016) 为 内 参 基 因 ， 基 于 2-AACt 算法 进行 目的 基因 在 NAA 处 理 不 同时 间 


的 不 同 组 织 中 的 相对 表达 分 析 。 
2. 结果 与 分 析 
21 马尾 松 PmCYP735A 基因 克隆 及 序列 分 析 


通过 NCBI 数据 库 比 对 结果 显示 , 目的 基因 所 编码 蛋白 质 具备 PASO 结构 域 , 且 与 其 他 物种 细 


= 


族 关 系 最 为 接近 ， 而 之 前 尚未 有 CYP735A 基因 


[家 


预测 其 为 亲 水 性 蛋白 。 


胞 分 裂 素 羟 化 酶 同 源 性 较 高 。 将 该 基因 编码 氨基 酸 序列 与 拟 南 芥 CArabidopsis thaliana) 细胞 色素 
P450 家 族 所 有 成 员 进 行 BLAST 比 对 和 系统 进化 分 析 ， 发 现 该 预测 蛋白质 与 拟 南 芥 CYP735A 家 
WE 
将 该 基因 命名 为 PmCYP735A. H = PmCYP735A 基因 cDNA £ É 1 744 bp, 其 中 包括 1 647 bp 
的 ORF 区 域 ， 长 度 为 44 bp 的 $ 端 非 翻译 区 C5"-UTRO 和 53 bp 的 3’ 端 非 翻 译 区 C3'-UTR) ; iZ 
基因 序列 在 45-47 位 为 起 始 密码 子 ATG， 下 游 存 在 同 框 终止 密码 子 TAG M ploya 尾 〈 图 1) ; 

可 编码 548 个 氨基 酸 , 其 编码 和 蛋白质 分 子 式 为 Coro3Haa08N 7700 73826; 相对 分 子 质量 (MW ) 为 61.93 
kD， 理 论 等 电 点 (pI) 59.37; 不 稳定 系数 为 37.04， 为 稳定 蛋白 ;总 亲 水 性 平均 系数 为 -0.118， 


针叶树 种 中 克隆 和 验证 的 报道 , 因此 我 们 
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1 М5 Q L EE G б А А А 
1 gacacacgcgcacacagctttctcgatctcttctggcggccaatATGTCTCAGCTGGAGGAAGGAGGAGCTGCTG 
12 H A QH | VE I F MI VF MLPMLRLSTI!IVvwM 
76 | CTCATGCTCAGCATATCGTCGAAATATTCATGATAGTATTTATGCTACCAATGTTAAGGCTATCGACGATCGTCT 
37 K Q L C NF I Y TY WW KPRSIRKIMESG&G 
151  GGAAGCAGCTCTGCAATTTTATATACACATACTGGTGGAAGCCGAGAAGTATCAGGAAAATTATGGAAAGTCAAG 
62 I R GP TP RF I TG NL GEM TK LL RE LRT A 
226  GTATCAGAGGCCCAACTCCTCGCTTTATCACTGGAAATCTGGGOGAGATGACTAAATTAAGAGAGCTCAGGACTG 
87 КОМОР |I S HD | V DR LL PH Y VKWTHD Y 
301 | CTAAAGACATGGATCCTATCAGTCATGATATTGTGGACAGACTCTTGCCGCACTATGTGAAATGGACACACGATT 
112 G R R F I F WWG I EP R L T L T E P E L IK EL 
376  ATGGCCGGOGCTTCATCTTCTGGTGGGGCATCGAACCCCGGCTGACAATTACAGAGCCAGAGCT AATCAAAGAAC 
137 L S AK H GL SY G K S Q L Q Q K G V K NF I G K 
451 TTTTGTCTGCGAAGCACGGTCTCTCATATGGGAAATCTCAACTGCAGCAAAAAGGTGTGAAGAATTTCATTGGAA 
162 GL L MA N СЕР W AN RQ R К VI AP AF HQ EN 
526 AAGGCCTGTTGATGGCTAATGGCGAAGACTGGGCGAACCAGCGGCGTGTCATAGCTCCTGCGTTTCACCAGGAGA 
187 L K GQ VS F NI E STK YM I NEW Kk KN VE E 
601 ATCTCAAGGGACAAGTATCATTCATGATTGAAAGTACAAAATATATGATAAACGAGTGGAAGAAAAATGTGGAGG 
212 GGG T V E I E VQ E HF А КВ | А А [р | | А К Т E 
676 | AAGGGGGCGGAACTGTGGAGAT TGAGGTGGGCGAGCAT T TCGCCCGCT TGGCGGCAGAT ATCATAGCGAAGACGG 
237 F & SSYEGGKRVFEKLGLLGQKLASRA 
751 AATTTGGGAGTAGCTACGAAGGGGGAAAACGAGTTTTCGAGAAGCTGGGTCTACTGCAGAAGCTGGCATCCCGTG 
262 б RC S RL PG ЕКЕ бу М К OQ VLE LK К > EV EE 
826 CTGGGCGTTGTTCTCGACTTCCGGGTAGCAGATTTGGGGTGAATAGACAGGTGTTGGAACTAAAGAAGGAGGTGG 
287 E SL QR L V EARRG SV SMGRSOCSYGHD 
901 AGGAATCTCTGCAGCGATTGGTAGAGGCCCGGCGAGGCTCAGTGAGCATGGGGCGGAGTTGTTCATATGGCCATG 
312 L L G L L L A E S EK L Ga AT PF T SO E L. I D Q 
976 | ACCTCCTGGGATTGCTGCTCGCTGAGAGCGAGAAGCTGGGAGCCACGCCGT TCACATCGCAAGAGCTGATAGACC 
337 G K TF F F A G (@ p rt T 6 LL L T W T T M É L A L 
1051 AGTGCAAGACTTTTTTCTTTGCAGGTCAGGACACCACGTGCACTCTACTTACGTGGACAACCATGTTGCTCGCAC 
362 HP EWQ Q R К А RD Е VL AVCOGOGOGPP0E0oOoOSN T T 
1126 TCCATCCGGAATGGCAGCGGCGAGCTCGCGACGAAGTTCTAGCCGTGTGCGGTGGCGGCCCTCCTGATTCTAATA 
387 L 0а N LK | M G@ W I LK ES LRL Y TPA SLFA 
1201 CTCTTCAAAATTTAAAAATCATGGGAATGATATTGAAGGAATCATTGCGACTGTACACTCCTGCAAGTTTATTCG 
412 K EAF TDMKLGDLEF I PK GL SVWIPVvL 
1276 CCAAAGAAGCATTCACAGACATGAAACTGGGCGACCTGTTCATACCAAAGGGACTGTCAGTATGGATTCCOCGTGC 
437 A | Н H D KN I1 W GE DA ND F NPE RF S Q G T 
1351 TGGCCATTCATCACGACAAGAACATATGGGGTGAAGATGCCAACGACT TCAATCCAGAGAGGTTTTCTCAGGGTA 


462 AK AC RN N PMGF I PF SF GPRKOCVGOQT 
1426 CTGCAAAGGCGTGCAGAAACAATCCCATGGGCTTCATACCATTTTCCTTCGGTCCTCGCAAGTGCGTGGGGCAGA 
487 F I ME AK I V LA M L I TT F TF H L S P S Y 


1501 CTTTTGCCATCATGGAAGCCAAAATTGTGCTGGCCATGATCATCACAACTTTCACGTTTCATTTATCTCCTTCCT 
512 RH AP I SV L TL KP RHG V RV IF R PAN I 
1576 ATCGCCACGCCCCCATTTCTGTACTCACGCTCAAGCCCCGCCATGGOGTCOGAGTCATATTCCGCCCAGCCAACA 
537 NS TS A TT I R I DP * 

1651 TTAATTCAACGTCAGCGACAACAATCAGAATTGATCCATAGctttcatggaaaacagaggacggtggaaaaaaaa 
1726 aaaaaaaaaaaaaaaaaaa 


1 PmCYP735A 基因 cDNA 全 长 及 预测 氨基 酸 序列 
Fig.1 Full-length cDNA and its deduced amino acid sequences of PmCYP7354 


22 二 级 结构 与 三 级 结构 预 涡 

马尾 松 CYP7354 基因 编码 蛋白 不 含 跨 腊 区域， 预测 位 于 内 质 网 ， 且 无 信号 肽 酶 切 位 点 ， 推 测 
该 编码 蛋白 为 非 分 记性 杀 水 性 蛋白 。 其 二 级 结构 含有 52.55% 的 -螺旋 (Alpha helix) 、10.95% 的 
延伸 链 (Extended strand) 、4.74% 的 B- 转 角 (Beta turn) 和 31.75% 的 无 规则 卷曲 (Random coil) 。 
以 CYP BM3 (Cytochrome P450 pentamutant from BM3 with bound PEG) (SMIT ID: 4zf6.1) 7j 
模板 ， 获 得 马尾 松 PmCYP735A 蛋白质 三 级 结构 〈 图 2B) ， 两 者 的 序列 具有 26.26% 的 一 致 性 ， 
模板 履 盖 率 为 83% CE 2B) 。 


= 
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^ ee Alpha helix (Hh) 
7 үе m 延伸 链 Extended strand (Ee) 


Ш p -转角 Beta turn (Tt) 
W 无 规则 卷曲 Random coil (Cc) 


Е: А. 二 级 结构 ，B. 三 级 结构 
Note: A. Secondary Structure; B. Tertiary Structure. 


图 2 PmCYP735A 蛋白 二 级 结构 与 三 级 结构 预测 
Fig. 2 The secondary and tertiary structures of PmCYP735A 


23 马尾 松 CYP735A 和 蛋白 质保 守 结 构 域 分 析 
Pfam 数据 库 检 索 显 示 ， 马 尾 松 PmCYP7354 和 蛋白质 在 4-349 氮 基 酸 残 基 范 围 内 存在 PASO E 
白 的 保守 结构 域 。 目 前 有 关 CYP735A 亚 家 族 蛋 白 的 功能 研究 较为 缺乏 ，NCBI 数据 库 Blast 比 对 
显示 , 马尾 松 PmCYP735A 氨基 酸 序列 与 拟 南 CYP735A1 (Arabidopsis thaliana, NP_001331437.1) 
(Takei et al., 2004) 和 麻风 树 (Jatropha curcas, ХР 012077971.1) (Cai et al., 2018) 的 一 致 性 
分 别 为 51% 和 52%. Ж PmCYP735A 蛋白 与 拟 南 芥 AtCYP735A1 和 AtCYP73A2 .. ЖААЙ 
JcCYP735A 、 水 稻 OsCYP735A3 ( Oryza sativa , XM 015794046.2 ) 和 OsCYP735A4 
(XM 015755276.1) 和 玉米 ZmCYP735A (Zea mays, PWZ 25384.1) ( 李 晓 丽 ，2011) 等 已 有 
文献 报道 的 CYP735A 同 源 蛋 白 进 行 多 重 序 列 比 对 (图 3) 。 所 有 已 知 的 细胞 色素 P450 家 族 成 员 
都 含有 保守 的 血红 素 结合 域 (Heme-binding region) ， 通 过 多 序列 比 对 发 现在 PmCYP735A 蛋白 
在 第 399-406 和 475-484 个 氨基 酸 残 基 存在 保守 特征 序列 ETLRLYP (ExxRxxP) CHasemann et al., 
1994) 和 血红 素 结 合 区 域 (Heme-binding region) FSFGPRKCVG (FxxGxRxCxG) (Nelson et al., 
1993) , 
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PMCYP735A MSQLEEGGAAAHAQH I VE | FM I VEMLPMLRLST | VWKQLCNF 1 Y TWWKIZR ЕКІ МЕ SME ! [SIS TIS F 1 T[E 75 
MO!IPZJBAD — illl LLTILKSLLVIF. ...... ДЕДК ОО Tits IG 57 
АТСҮРУЗБА2 гале VTLVLKYVLVIV....... Pid KFMER| G PIN P RII С 58 
JOGYP735A3 _............ MAMILTTLLVIF....... Pis: QQ АЗРЕТ ТЕ 56 
CR MAAAVLVATALPV. . SLALLLVAKAVW ARIF EVR РК С 62 
USCYP735AM uvas. uA VLVSLMVIAAS. . . SPLVALLLRAAW P OG ЖЫР М! 50 
ZNOYPTSON ое LGVVGLVLASP. ..... LLFLLTRAAWI a^ 1; EVH Pla G 58 
Consensus y p qg gp pr gn 
PMCYP735A EMTKLRELRTA P ELI 150 
ATCYP735A1 EI SKIKGDS E 131 
ATGYP735A2 ISKM E 132 
JCCYP735A3 TS E 130 
OSCYP735A ЦЕ LL 137 
O0SCYP735A4 1 SUL 135 
ZMCYP735A R ^R DEILI SL 133 
Consensus d h iv ri phyv w yg f £ pr t el gs 
PMGYP735A ( GG t { QVSFE1 A 225 
ATCYP735A1 QF 1 GG УН A ҮА SKLVE H 204 
ATCYP735A2 t RIS \NG ОК АРАЦ ҮА ММАЕ R 202 
JGGYP735A3 FIG ING ОН APAF| NMLQ Т 203 
OSCYP735A q ОД АРА RQTVR А 210 
0SCYP735A4 q t t АҢ WPAF KQAIR T 209 
ZMGYP735A K KI t QR \PAFI ARRTVR A 206 
Gonsensus 

PMGYP735A 297 
ATCYP735A1 279 
ATCYP735A2 277 
JCCYP735A3 278 
OSCYP735A 285 
OSCYP735A4 284 
ZMCYP735A 281 
Consensus 

PMCYP735A "SC... c NIS LGATP. . ЕТ ) | 359 
ATCYP735A1 5055... Di. ccu DKNNNNNNNN 320 JAE 344 
ATCYP735A2 0055... NOMDS....... D t 338 
JCCYP735A3 ‚.. SAENDIBEGMBINEMEK. ...... DCK CHERT ^ \ 343 
OSCYP735A GR А GGEVGYD ЕН t : 357 
O0SCYP735A4 t : R E. GGEFSYD ) t 356 
ZMCYP735A Е1АО ЧТР. SSAQEM NRNRTKSSNGELGLGYD JD t - L 355 
Gonsensus gr g q cktfff g t litw mil 
PMGYP735A L Q | LRL YHP FUD WE... С 429 
ATCYP735A1 R S I ) —O HM t 415 
ATCYP735A2 R Pt! 409 
JCCYP735A3 H acidi 413 
OSCYP735A A 429 
OSCYP735A4 A 1 426 
ZMCYP735A A AG 429 
Consensus pE 
PMCYP735A 11ТТТ 504 
ATCYP735A1 I N 486 
ATGYP735A2 Б] 480 
JCCYP735A3 | I S 484 
OSCYP735A SW IPVLA | HH R 501 
OSCYP735A4 — АЛГ R 501 
ZMCYP735A ДН | PVLA І HHBE à LASER 501 
Consensus f pf gpr c gq f 
PMCYP735A R 547 
ATCYP735A1 YRHAPIKIV G І co sassa 518 
ATCYP735A2 YRHAPIKIV K SOLVEHKSEDL. .......... 512 
JCCYP735A3 YR | SUOVCENSENP. .......... 516 
0SCYP735A аа WASJLRPRHSUPVRLLIRLPPPRP........ 536 
0SCYP735A4 YR ИИ! ЕРКНҢЧ РУНЕНЫГВР........... 533 
ZMGYP735A ҮЕНАР У RHOJPVRELISET. ........... 532 
Gonsensus 


3 几 个 植物 CYP735A 蛋白 的 多 重 序列 比 对 
Fig. 3 Multiple sequence alignment of serval proteins in CYP735A subfamily 


2.4 CYP735A 和 蛋白 系统 进化 分 析 
将 上 述 已 有 文献 报道 的 CYP735A XÙ B 5 Н] Н] TcCYP735A (Theobroma cacao , 
EOY 04208.1) . АНЗ HaCYP735A (Helianthus annuus, OTG 05700.1) 、 毛 果 杨 PtCYP735A 
(Populus trichocarpa, XP. 006383462) ~ Ё Ж RcCYP735A (Ricinus communis, XM_002516677.2). 
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橡胶 树 HbCYP735A (Hevea brasiliensis, ХР 021643892.1) 和 川 桑 MnCYP735A (Morus notabilis , 


EXB 97152.1) 等 其 他 物种 基因 组 上 预测 到 的 部 分 CYP735A 


同 源 蛋 白 经 多 重 序列 比 对 后 构建 系统 


进化 树 〈 图 4) 。 马 尾 松 PmCYP735A 与 水 稻 、 玉 米 、 拟 南 芥 CYP735A 和 蛋白 归属 于 同一 小 的 进化 
枝 ， 而 可 可 、 毛 果 杨 、 麻 风 树 和 橡胶 树 等 的 CYP735A 同 源 蛋白 相对 集中 的 定位 于 另 一 进化 分 支 。 
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4 细胞 分 裂 素 羟 化 酶 蛋白 系统 进化 树 分 析 


Fig. 4 Phylogenetic tree analysis of several cytokinin hydroxylase proteins 


2.5 PnCYP735A 基因 表达 模式 分 析 


为 了 检测 PmCYP7354 基因 在 马尾 松 不 同 组 织 及 外 源 激素 NAA 处 理 下 的 表达 模式 ， 以 UBI4 


为 内 参 基 因 ， 进 行 目 的 基因 实时 定量 PCR 检测 。 结 果 显 示 ， 


表达 量 显 著 高 于 叶 。 在 使 用 5 umol/L 浓度 NAA 溶液 浇灌 处 理 条 件 下 ，0~2h 内 PmCYP735A 基因 


在 各 组 织 中 的 表达 量 呈 上 升 趋势 , 而 从 2h 到 4h 内 ， 该 基因 


PmCYP7354 基因 在 马尾 松 根茎 中 的 


在 各 组 织 中 的 表达 量 急 剧 下 降 ; 尤其 


有 趣 的 是 ， 该 基因 快速 地 响应 外 源 生长 素 NAA 诱导 表达 ， 且 先 上 升 再 下 降 的 这 一 表达 趋势 在 根 、 


茎 、 叶 中 保持 一 致 (图 5) 。 
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5 NAA 处 理 下 PmCYP735A 基因 的 表达 模式 
Fig. 5 Expression pattern of PmCYP735A under treatment with NAA 
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